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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera reSerSnym zhrnutim aktudlnych poznatkov o procese
enzymatickej hydrolyzy, s vyzitim odpadového papiera ako suroviny, za cielom jeho
konverzie na kvapalné biopalivo.

V ramci prace st zhrnuté vSeobecné poznatky 0 lignocelulézovych surovinach a ich
zdrojoch, prehl'ad dostupnych metdd hydrolyzy pre dané materialy a fermenta¢né technologie,
atiez sumarizacia sucCasne vyuzivanych metoéd zefektiviujucich proces enzymatickej
hydrolyzy. V d’alSej Casti prace sa nachadza prehl'ad komerénych realizacii enzymatickej
hydrolyzy lignocelul6zovych materidlov.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the retrieval summary of current knowledge about the
process of enzymatic hydrolysis with utilization of waste paper as raw material, in order to
convert it into liquid biofuels.

The thesis summarizes the general knowledge of the lignocellulosic a raw materials and
their resources, an overview of available hydrolysis methods for materials and fermentation
technologies, and also summary of methods currently used to rise enzymatic hydrolysis
process effectivity. The next section provides an overview of commercial plants which use
enzymatic hydrolysis of lignocellulosic materials.
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Enzymaticka hydrolyza, odpadovy papier, biopalivo, celuloza, celulaza
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1 UVOD

Spolu s trendmi popula¢ného rastu, rastiicou spotrebou energie a rychlym poklesom zasob
fosilnych paliv, sa vyndraji otdzky ohladom moznych prichddzajucich problémov
s uspokojenim dopytu a zasobovanim palivami a energiami Vv spektre niekol’kych desiatok
rokov. Prave v spojeni s tymito obavami sa v poslednej dobe kladie déraz na vyskum novych
zdrojov energie, akymi st napriklad aj obnovitel'né biopaliva [1].

V roku 2003 zaviedla Europska unia program podpory biopaliv. Jeho cielom bolo
dosiahnutie 5,75 % podielu vyuzitia obnovitenych biopaliv v dopravnom sektore do roku
2010. Tento trend ma pokracovat’ a vV roku 2020 ma byt’ tato hodnota uz 10 %. Nasledkom
tychto predsavzati je napriklad zavedenie povinného podielu biozlozky v motorovych
palivach [2],[3].

Zo sucasnej produkcie biopaliv sa priblizne 99 % zarad’uje do skupiny biopaliv prvej
generacie, ktoré su vyrdbané z plodin pestovanych za tymto ucelom. Aj preto politika EU
Celila vlndm kritiky, hlavne z nepriameho navadzania na zmeny vyuZivania
pol'nohospodarskej pody, a z toho vyplyvajuceho mozného narastu cien potravin [2],[4].

Prave tento fakt a d’alSie nevyhody spojené s biopalivami prvej generacie upriamuja
pozornost’ na palivd druhej generacie, ktoré su produkované z lignocelul6zovej suroviny. Jej
zdrojom moézu byt inak nevyuziteIné zvySky zpol'nohospodérskej Cinnosti, alebo iné
odpadové suroviny rastlinného povodu s obsahom lignocelulozy, ako napriklad odpadovy
papier [4].

S vyrobou biopaliv z lignocelulozovych materidlov sa spaja niekol'ko preferovanych
procesov. Jednym z nich je enzymaticka hydrolyza, ktorej vyhodami st minimalne zat’azenie
zivotného prostredia a mala energeticka naroc¢nost, ked’Zze proces prebieha za miernych
podmienok. Naro¢na je ale optimalizacia procesu, ktora je predmetom dlhodobého vyskumu.
Cielom optimalizacie je ndjdenie a pouzivanie takych surovin, enzymov a metdd, aby sa
dosiahlo ¢o najvyssieho vytazku, doslo ku skrateniu reakéného Casu, pri minimalizacii davky
enzymov. Toho vysledkom ma byt znizenie ndkladov, na inak pomerne ndkladny proces

[51.[61.[7].
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2 DEFINICIA A VYMEDZENIE POJMOV

2.1 Biomasa

Biomasa je substancia organického povodu, zdmerne ziskana ako hlavny produkt, alebo
tieZ odpad z poI'nohospodarskej, potravinarskej, alebo lesnej vyroby [1].

2.2 Lignoceluléza

Lignoceluléza je hlavnou zlozkou biomasy. Pozostava z troch skupin polymérov,
konkrétne celulézy, hemiceluldzy a ligninu, ktorych pomer zastiipenia je znacne premenlivy

[8].

2.3 Lignin

Lignin je komplexna Struktira pozostavajuca z fenylovych jednotiek. Lignin je tuzko
naviazany na celulozu a hemicelulozu, jeho ulohou je zabezpecit pevnost a sudrznost
materialu bunkovej steny a vytvorit' fyzikalno-chemickt bariéru, proti mikrobialnemu
napadnutiu. Vzhl'adom k jeho molekularnej stavbe, je lignin extrémne odolny voc¢i chemicke;j
a enzymatickej degradacii [8],[9].

2.4 Hemiceluloza

Hemicelul6za je linearny a rozvetveny heterogénny polymér, pozostavajuci z pentéz D-
xyloza, L-arabindza a hex6z D-mandza, D-gluk6za, D-galaktoza [8],[9].

2.5 Celuloza

Celuléza je linearny polysacharidovy polymér glukozy, tvoreny z celobiézovych jednotiek,
ktoré st pospajané B-1,4-glykozidovymi vizbami [8].

2.6 Hydrolyza

Hydrolyza je chemicky proces, pri ktorom v prebytku vody a pdsobenim vhodného
katalyzatora dochadza k rozkladu substratu na jeden alebo viacero novych produktov [10].

2.7 Fermentacia

Fermentécia, alebo tiez kvasenie, je biotechnologicky proces, pri ktorom, za ucasti
mikrobialnych enzymov, dochadza k postupnej chemickej premene organickych latok, na
nové produkty [11].
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2.8 Enzymy

Enzymy st bielkoviny, ktorych zakladnou ulohou je katalyzovanie, teda urychlovanie
chemickych reakcii ariadenie biochemickych procesov v telach zivych organizmov.
Charakteristické je, ze takto pOsobia bez toho, aby sa spotrebovali a zaroven nemenia
chemickt rovnovahu medzi reaktantami a produktmi [12].

2.9 Biopalivo

Biopalivo je palivo v pevnom, kvapalnom, alebo plynnom skupenstve, ktoré je vyrobené
z biomasy. Jeho primarnym u¢elom je pouzitie v doprave. Za biopaliva povazujeme napriklad
bioetanol, bionaftu, bioplyn, biovodik, ¢i rastlinny olej [13].

2.10 Bioetanol

Bioetanol (C2HsOH) je kvapalné biopalivo, produkované z biomasy, roznymi konverznymi
technologiami. Bioetanol ma v porovnani s klasickym benzinom, vysSie oktanové Ccislo,
vy$§iu teplotu vznietenia a vySSiu teplotu odparovania. Tieto vlastnosti umoziuji pouzitie
vyssieho kompresného pomeru a krat$i ¢as zazihu. Nevyhodou je jeho nizSia energeticka
hodnota (66 % z energetickej hodnoty benzinu), korozivnost’, nizky tlak par a miesatel'nost’
s vodou [14].
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3 ZDROJE LIGNOCELULOZOVEJ SUROVINY A ICH VYUZITIE
PRI VYROBE OBNOVITELNYCH KVAPALNYCH BIOPAL{V

Zdrojom, z ktoré¢ho je mozné vyrabat’ kvapalné biopaliva je napriklad biomasa [1].
Energeticky vyuziteI'nii biomasu, je mozné rozdelit’ do piatich skupin:

rastlinné biomasa s vysokym obsahom lignocelulozy,
rastlinna biomasa s vysokym obsahom Skrobu alebo cukru,
rastlinnd biomasa olejnatych plodin,

organické odpady a vedl'ajSie produkty Zivoc¢isneho povodu,
zmesi roznych organickych odpadov [1].

Podl'a odbornych vypoctov je pri celosvetovej ro¢nej produkceii biomasy, ktora je priblizne
100 miliard ton, jej energeticky potencial takmer patkrat vyssi ako ro¢na celosvetova spotreba
fosilnych paliv [1].

V praxi pozname viac sposobov energetického vyuzitia biomasy: prevladajucim je vyuzitie
pevnej biomasy pre priame spalovanie na vyrobu tepla a elektrickej energie, d’alSimi st
vyroba bioplynu a kvapalnych biopaliv [15].

Aj ked’ sa mdZe zdat’ jej vyuzivanie bezproblémovym, ma isté limity. Hlavnou neZiaducou
vlastnostou biomasy pri spracovani je jej vysoka miera vlhkosti. T4 nielenze znizuje
vyhrevnost, ale zarovenn komplikuje spalovanie. Byva preto nutnostou vyuzivanie réznych
metod veducich k znizeniu vlhkosti danej hmoty pred jej d’alSim spracovanim. Medzi d’alSie
uskalia, obzvlast' celoploSného vyuzitia biomasy, patri problematické rozmiestnenie jej
zdrojov a s tym suvisiace rieSenie otazok jej akumulacie, transportu a distriblicie ziskanej
energie. Prekazkou sa javi aj nutnost’ vysokych investicii spojenych s potrebou rozsirovania
produkcie a slaba konkurencieschopnost’ vo¢i klasickym energetickym zdrojom [1],[16].

3.1 Lignocelulézové materialy a ich zloZenie

Hlavnymi zlozkami lignocelulézového materialu su prirodné polyméry: celuldza,
hemiceluléza, a lignin, ktoré navzajom tvoria rastlinny bunkovy komplex [8]. Okrem nich je
v materiali tiez obsiahnuté malé mnozstvo inych latok, akymi si mineraly, tuky, alebo iné
Specifické chemické latky [17].

OOROOOOOOOOOOOOOOROOOOOOOOOOOOOOOOO*LIGNIN

|— HEMICELULOZA
’E gi;;;sz ’ 3’ Q: » CELULOZA

Obr. 1 [lustracné usporiadanie jednotlivych polymérov v lignocelulozovej Struktire [8]
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Pri volbe konkrétneho materidlu ako zdroja lignocelulézovej suroviny je jednym
z rozhodujtcich faktorov pomer zastupenia jednotlivych polymérov. Preferovany je vysoky
obsah celulézy a naopak nizky obsah ligninu a popripade i hemicelulozy. Pomer zastipenia
polymérov je znacne rozdielny v zavislosti na type suroviny [8]. Tieto rozdiely demonstruje

Tabulka 1.

Tab. 1 Prehlad zdrojov lignocelulozovej suroviny a zastupenie celulozy, hemicelulozy, a
ligninu v danych materialoch [17]

Lignocelul6zovy material Celuldza [%] Hemiceluloza [%] Lignin [%]
Listnaté stromy 45-50 24-40 18-25
Ihli¢naté stromy 45-50 25-35 25-35
Kukuri¢né klasy 45 35 15
P$eni¢na slama 30 50 15
Listy 15-20 80-85 0
Travnaty porast 25-40 35-50 10-30
Proso 45 31 12
Odpadovy papier 60-70 10-20 5-10

Rozdielnost” Struktirnej, a chemickej stavby lignocelulozovych materialov ovplyviuje
prakticky vSetky kroky ich konverzie na biopalivo. Charakteru daného materidlu treba
prispdsobit’ napriklad: spOsob transportu a manipulaciu, volbu a podmienky predapravy
materidlu, vyber vhodnych enzymovych preparatov, ¢i  volbu fermentujucich
mikroorganizmov [18].

3.2 Odpadovy papier ako surovina na vyrobu kvapalnych biopaliv

Svetovy papierensky priemysel rocne vyprodukuje priblizne 350 miliénov ton réznych
druhov papiera a lepenky. Mensia ¢ast’ odpadového papiera je recyklovana, zatial’ ¢o ostatok
je vyhodeny, alebo spaleny [19].

Z mnozstva roznych druhov papiera sa ista ¢ast, ktora tvoria napriklad bunicina, obrtsky,
savy papier, hygienicky papier, ¢i kancelarsky papier, vyznacuje vy$Sim obsahom celuldzy,
a naopak nizkym obsahom neziadtceho ligninu [19].

Hlavnym problémom pri vyuZzivani zmieSaného odpadového papiera, ¢i papierenského
kalu, za G¢elom vyroby biopaliv je variabilita jeho zloZenia a heterogenita, ktora komplikuje
vhodné nastavenie procesu enzymatickej hydrolyzy. Za spolahlivejSie sa povazuje vyuZitie,
konkrétneho druhu papiera, SO znamym zlozenim [19].

Daldim faktorom, znizujicim vytazky fermentovatelnych sacharidov z odpadového

papiera je pritomnost’ minerdlnych plniv. MoZnostiam zmiernenia tohto vplyvu sa venuje
podkapitola 5.2. [19].
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3.3 Zakladné rozdelenie biopaliv

Biopaliva mézeme vo vSeobecnosti rozdelit’ na biopaliva primarne a sekundarne. Primarne
biopaliva sa vyuzivaji v nespracovanej forme, zvdésa na vykurovanie, alebo produkciu
elektrickej energie. Takymito palivami st napriklad palivové drevo, drevené Stiepky, alebo
pelety [20].

Na rozdiel do primarnych, su sekundarne biopaliva produktom spracovania biomasy.
Sekundarnymi biopalivami rozumieme pevné, kvapalné, a plynné biopaliva, ako napriklad
drevené uhlie, bioetanol, bionafta, ¢i bioplyn, ktoré si vyuzivané na pohon vozidiel, alebo
v roznych priemyselnych procesoch [20].

Pre nas dolezitejSim rozdelenim, je rozdelenie sekundarnych biopaliv, obzvlast
kvapalnych, na palivd prvej a druhej generdcie. Toto rozdelenie je prevedené na zaklade
druhu pouzitej suroviny na ich vyrobu [20].

Paliva prvej generacie sa vyrabaji primarne z potravinarskych plodin, ktoré obsahuji
napriklad cukry, Skrob, alebo rastlinné oleje. V sticasnosti je viac ako 99 % vyprodukovanych
biopaliv zaradenych do tejto skupiny. Hlavna limitacia vyroby tychto biopaliv, tkvie
Vv obavach z dopadu na zivotné prostredie, a Vv neposlednom rade tiez vyvstava otazka
»potraviny verzus palivo”. Ta vyplyva z obav prichodu trendu uprednostiiovania tychto plodin
pri pol'nohospodarskej ¢innosti [4],[20],[21].

Paliva druhej generacie su produktami spracovania prave lignocelulozovych materidlov.
Vdaka nizkej cene a jednoduchej dostupnosti vyuzivaného materialu sa tymto biopalivam
prisudzuje vel’ky potencial [22].
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Tab. 2 Prehlad paliv prvej a druhej generdcie [23]

Nazov Surovina Technologia Vyhody Nevyhody
biopaliva vyroby
Biopalivé prvej generacie
Etanol Obilniny, Enzymaticka Znédma metdda, Nerovnomerné
strukoviny fermentacia mnoho realizécii v | rozlozenie zdrojov
Etanol Obilniny, Separacia a prevadzke pre globalne
strukoviny fermentacia vyuzitie,
Etanol Cukornaté Fermentacia Znama metdda, konkuren¢ny boj s
plodiny efektivnejsia ako | potravinami
metody
vyuzivajice Skrob
Bionafta Rastlinny olej, | Transesterifikacia | Jednoducha Palivo je
(FAME) tuky vyroba, moznost’ nevyhovujice do
vyuzitia chladnych
Vv naftovych klimatickych
agregatoch bez podmienok
dodato¢nych uprav
Biopaliva druhej generacie
Zelena Rastlinny olej, Hydroprocesy Nizky obsah siry, Z14 dostupnost’
nafta tuky nizsie vyrobné suroviny
naklady, ako pri
bionafte
Biobutanol | Lignocelulozové | ABE fermentacia | Jednoduchy Vysoké naklady,
materialy, transport nizky vytazok
Skrob, cukornaté Vv existujice;j sieti,
plodiny vicsia energeticka
hodnota, ako pri
etanole
Bioetanol | Lignocelul6zové | Enzymaticka Potencial vysokych | Vysoké cena
materialy hydrolyza, vytazkov, relativne | enzymov
fermentacia nizke naklady
spojené so
zariadeniami,
dostupnost’
suroviny
Bioetanol | Lignocelulozové | Splynovanie, VysSie vynosy ako | Nutnost’ pouzitia
materialy fermentacia pri metode vysusenej biomasy
S priamou
fermentaciou,
dostupnost’
suroviny
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4 PREHLAD METOD HYDROLYZY LIGNOCELULOZOVYCH
MATERIALOV PRE FERMENTACNE TECHNOLOGIE

Dolezita Cast’ procesu vyroby bioetanolu spoc¢iva v hydrolyze lignocelulozového materialu
na fermentovatel'né sacharidy [24].

Tato etapa rozhoduje o celkovej ti¢innosti celého procesu. Z mnozstva dostupnych metdd
sa ako najefektivnejSie javia chemické a enzymatické procesy [24].

4.1 Chemicka hydrolyza

Chemicka hydrolyza spociva vo vystaveni lignocelulozového materialu chemikaliam.
Material sa chemikaliam vystavuje na potrebny ¢as za optimalnej teploty s cielom zabezpecit’
efektivny rozpad polymérov celulézy a hemiceluld6zy na monoméry [25].

NajcastejSie su vyuzivané kyseliny, ako H2SO4 a HCI [25]. Kyseliny vSeobecne zohravaju
Vv procese vyroby biopaliva z lignocelulozovych materialov dvojitu ulohu, nakolko, ako je
popisané v podkapitole 5.1.2, su pouZzivané aj na predupravu materialu pred inymi sposobmi
hydrolyzy [26]. Hydrolyza kyselinami sa deli do dvoch skupin opisanych v Tabul’ke 3.

Tab. 3 Porovnanie metéd chemickej hydrolyzy kyselinami [25]

Metdda hydrolyzy Vyhody Nevyhody

Hydrolyza koncentrovanymi | - priebeh za nizkych teploét | - vysoka spotreba kyselin

kyselinami - vysoka vytaznost - velky korozivny vplyv na
sacharidov material zariadeni

- vysoka spotreba energie
na recyklaciu pouzitych
kyselin

- dlhsi reakény Cas

- negativny vplyv na
Zivotné prostredie

Hydrolyza zriedenymi
kyselinami

nizka spotreba kyselin - priebeh za vysokych

kratka doba zdrZania teplot

- nizka vytaznost
sacharidov

- velky korozivny vplyv na
material zariadeni

- vznik neziaducich
vedl'aj$ich produktov

- negativny vplyv na
Zivotné prostredie

Okrem kyselin, je na chemickt hydrolyzu mozné pouzit’ aj menej nebezpecné a agresivne
rozpustadla. Takymi st napriklad ionické kvapaliny - soli, s teplotou topenia pohybujucou sa
okolo izbovej teploty. Tie sa vSak vyznacuju nizSou vytaznostou [24].
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4.1.1 Hydrolyza koncentrovanymi Kkyselinami

Pouzivanie koncentrovanych kyselin pre produkciu sacharidov z lignoceluldzovej biomasy
je proces sdlhou historiou. Prvé zmienky otomto procese sa objavili uz na zaCiatku
19. storocia [24].

V prvom kroku procesu je material rozpusteny v Kyseline s koncentraciou 30 — 70 %.
Pocas priebehu tohto procesu je nutné udrzat’ teplotu do 50 °C a atmosfericky tlak [25],[27].
Koncentrovana kyselina narusa vodikové vizby celulozovych retazcov, ¢im ich privadza do
uplne amorfného stavu [24].

Nasledne je zmes s kyselinou zriedena vodou, za cielom znizenia koncentracie,
a zahrievana na teploty 100 — 200 °C, po dobu 1 — 3 hodin [29].

Teoreticka hodnota vytazku glukozy z celuldzy a hemicelulozy pouzitim tejto metody je
80 - 90 % [28]. Takato vysoka vynosnost’ je dosledkom nezavislosti rychlosti procesu na
povahe $truktary a na krystalinite spracovavaného materialu [29].

Pouzitie kyselin vysokych koncentracii vSak prindSa nezanedbatelné financné ndklady.
Z dovodu vysokej korozivnosti a toxicity kyselin su potrebné investicie do reakénych
zariadeni z drahych zliatin, alebo S$pecialnych, keramickych, ¢i karbonovo-tehlovych
materidlov. Dalsou finanénou zatazou je aj pomerne zlozita recyklacia pouzitych kyselin [25].

4.1.2 Hydrolyza zriedenymi kyselinami

Z dostupnych chemickych metdd je hydrolyza zriedenymi kyselinami tou najbeznejSie
pouzivanou [25]. Dévodom je vysSia ekonomicka prijatelnost’ a niz$i negativny dopad na
zivotné prostredie v porovnani s pouzitim koncentrovanych kyselin [24].

Proces sa kona pri relativne vysokych teplotich (160 — 230 °C) aza vysokého tlaku
(~10 atm). Vyuzivaji sa kyseliny s koncentraciou 2 — 5 % [27],[30].

Pri hydrolyze zriedenymi kyselinami, narozdiel od vyssSie spomenutej metdody nedochddza
v takej zna¢nej miere k degradacii glukézy po uvolneni z polyméru. Pouzitie menej
koncentrovanych kyselin vSak prinasa nizSiu rychlost’ procesu, z dovodu menej agresivneho
pdsobenia na Strukturu lignocelulézového materialu [29].

Hlavnou nevyhodou metédy je zna¢nd kumulacia neziadtcich zla¢enin, vznikajuacich
rozkladom monosacharidov hemicelulozy. Tieto zlG¢eniny zahfiiaju napriklad furfural,
produkt dehydraticie pent6z, alebo hydroxymetylfurfural (HMF), produkt dehydratacie
hexoz, ktoré su Vhemiceluléze obsiahnuté. Menované zluCeniny inhibuji neskorSiu
fermentaciu, ¢o vedie k naslednému nizSiemu vytazku etanolu [26].

4.1.3 Hydrolyza ionickymi kvapalinami

Najst” alternativu Kk pouzitiu kyselin, ktora by bola menej ekonomicky naro¢na a zaroven
Setrna k zivotnému prostrediu, by mohlo byt vel'mi uzito¢né. Prave takou moézu byt’ ionické
kvapaliny - soli v kvapalnom skupenstve, rozpustné za izbovych, alebo miernych teplot, ktoré
st zlozené vyhradne ziénov, drziacich pokope Coulombovymi silami. Rovnako, ako
kyseliny, dokazu ionické soli narusat’ vodikové véizby celuldézy a umoznit’ tym jej rozpustenie
[24],[28].
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V porovnani s tradiénymi rozpusStadlami, vykazuju ionické kvapaliny zaujimavé vlastnosti,
ako rozumna chemickd intertnost’, Ziadna produkcia toxickych a explozivnych plynov, dobra
tepelna stabilita, nizka prchavost a jedineéné rozpustacie schopnosti. lonické kvapaliny
taktiez prinaSaju moznost’ ich optimalnej volby na konkrétne ucely, vdaka zavislosti
fyzikalnych a chemickych vlastnosti na kombinacii anionov a kationov [24].

Vytaznost’ glukozy touto metdédou je v porovnani s metdédami pouzivajucimi kyseliny
vel'mi slaba a tym padom je jej pouzitie vhodné skor na predipravu materidlu, s naslednou
enzymatickou hydrolyzou [28].

4.2 Enzymaticka hydrolyza

V porovnani s chemickymi metodami je enzymaticka hydrolyza menej energeticky
narocnd, odohrava sa za miernych podmienok, a vznikd pri nej menej inhibitorov fermentacie.
Ako optimalne podmienky pre pdsobenie pre proces enzymatickej hydrolyzy st uvadzané
teploty v rozmedzi 40 — 50 °C a pH 4 — 5 [6],[24].

Pred enzymatickou hydrolyzou sa prevadza preduprava za cielom rozruSenia
lignocelulézového materialu. Tento zasah, obzvlast pri pouziti chemickych metod
predupravy, ma za nasledok znizeni vynosnost’ procesu hydrolyzy. Z tohto dovodu vyvstava
poziadavka pridania d’al§ich druhov enzymov, s cielom maximalizacie vytaZzku sacharidov z
frakcii celulozy a hemicelulozy. Za tymto GCelom sa neustdle hl'adaju najvhodnejSie zmesi
celulaz, a d’alSich hydrolyzujticich enzymov [24].
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Obr. 2 Schematické zndazornenie priebehu procesu vyroby kvapalného biopaliva
enzymatickou hydrolyzou [31]
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4.2.1 Enzymaticka hydrolyza celulézy

Enzymy, ktoré su schopné hydrolyzovat’ celulozu, Sa nazyvaju celuldzy. Tieto enzymy su
produkované baktériami a hubami, ktoré mézu byt aerdbne, anaerébne, mezofilné alebo
termofilné. Baktérie schopné ich produkcie st napriklad: Clostridium, Cellulomonas,
Bacillus, Thermomonospora, = Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio,
Microbispora a Streptomyces. Prikladom rodov hab prudukujacich celulazy su: Sclerotium
rolfsii, P. chrysosporium, Aspergillus a najintenzivnejSie skimany rod Trichoderma [32].

Celul6za je enzymaticky degradovana na glukézu synergickym pdsobenim viacerych
celulotickych enzymov. Takyto mix enzymov mozeme tiez nazvat' komplex enzymov [33].

Tri hlavné enzymy v celulazovom komplexe su:

Endo-glukanazy — napadaju oblasti nizkej krystalinity v celulézovych vlaknach, ¢im
vytvaraji vol'né konce retazcov a uvolnuju glukoooligosacharidy [32],[33].

Exo-glukanazy — alebo tiez celobiohydrolazy, odstiepuji celobidzové jednotky z koncov
retazcov [33].

B-glukozidazy — hydrolyzuju celobiazu na glukézu [32].

W Celuléza

“.000“ W ““’00 Glukooligosacharidy
L Y ]
L 1] L 1] @@ Ceclobiaza
oo o° A 'y A A
L Y ]
[ X o0 [ I ] | I (M ] @® @ Glukéza

“ Endo-glukanazy ’ Exo-glukanazy A PB-glukodiaza

Obr. 3 Mechanizmus pdsobenia celuldz [24]

Vytazok glukézy zrozkladu celulozy nezavisi len na zloZeni celuldzového komplexu.
Je zname, Ze celubidza a glukéza inhibuju posobenie celuldz. Tento vplyv zmieriuje
pritomnost’ B-glukozidaz, ktoré su vsak negativne ovplyviiované zlozkami hemicelulozy, ako
napriklad xylan, xyl6za, alebo xylo-oligosacharidy. Ak bola pouzita metéda predupravy, ktora
xylan neodstranila, je potrebné aplikovat’ enzymovy komplex obsahujuci aj xylanazy [31].
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4.2.2 Enzymaticka hydrolyza hemicelulézy

Hemicelul6za je heterogénny polymér, skladajici sa z niekol’kych pentdz a hex6z. Z tohto
dovodu je k jej degradacii potrebnych viac druhov enzymov, a to napriklad xylanazy, manazy,
¢i arabindzy [33].

Hlavnou zlozkou hemicelulozy je uz spominany xylan. Na degradacii xylanu sa podielaja
xylanazy. Jeho degradaciou sa nielen zvysuje pristupnost’ celuldzy na enzymatick( hydrolyzu,
ale tiez dochadza k vytazku xylozy, ktord je pre niektoré mikroorganizmy fermentovatelny
sacharid [24],[34].

Xylan netvori pevne zaobalené krystalické Struktary, ako celuléza a tym padom je l'ahSie
hydrolyzovatel'ny. Napriek tomu st na uplni hydrolyzu xylanu potrebné viaceré druhy
xylanaz. Ich zdrojom su napriklad Aspergillus niger, T. reesei, Bacillus, and Humicola
insolens [24].

Hlavné zlozky enzymatického komplexu potrebného na uplnt hydrolyzu xylanu su: Endo-
(1, 4)-B-xylanaza, B-xylozidaza, a-arabinofuranosidaza a esterazy. V zavislosti na zlozeni
hemicelulézy mozu byt potrebné d’alsie rozne enzymy [24].
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5 SUCASNY STAV POZNATKOV V SPRACOVANI ODPADOYEHO
PAPIERA ENZYMATICKOU HYDROLYZOU A FERMENTACIE
PRODUKTU HYDROLYZY NA ETANOL

5.1 Preduprava lignocelulozového materialu

Jednym z pociatocnych procesov pri vyrobe kvapalnych biopaliv je predaprava materialu.
Lignoceluozovy material obsahuje lignin a hemicelulozu, ktoré ztazuji pristup k celuldéze a
tym znizuju vytaznost. Cielom predupravy je teda zmena Struktiry materidlu tak, aby sa
celuldza obsiahnuta v materiali stala dostupnej$ou pre nasledujiici proces hydrolyzy. Dalsou
nespornou vyhodou predipravy materidlu, je jeho zhutnenie, ktoré ma za nasledok zniZenie
nakladov na transport [35],[36].

Prediprava materialu méze byt najdrahSou Castou celej konverzie biomasy na biopalivo,
existuje vSak vel'ky potencial na zlepSovanie efektivity a zniZovanie ndkladnosti tohto procesu

[35].
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Obr. 4 Zndzornenie vyznamu predupravy lignoceluléozového materidlu [35]

Na predapravu sa vyuzivaju rozne metddy. Kvoli zloZitosti a rozmanitosti Struktiry
lignocelul6zového materidlu sa najvhodnejSia metdoda jeho predipravy voli na zdklade
konkrétneho typu a vlastnosti materialu [37].

Zvolena metoda predipravy musi spiiiat’ nasledujuce poziadavky:

e zlepsit’ tvorbu sacharidov, alebo zlepsit’ schopnost’ nasledne tvorit’ sacharidy
hydrolyzou,

e zabranit’ degradécii, alebo strate sacharidov,

e predist, alebo minimalizovat’ vznik vedl'ajSich produktov, ktoré by mohli inhibovat’
nasledujtiicu hydrolyzu, alebo fermentacné procesy,

e Dbyt cenovo efektivna [35].
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Pouzivané metdody sa na zaklade principu predupravy delia na: fyzikélne,
chemické, fyzikalno-chemické a biologické. V nasledujicich kapitolach st spomenuté
vyluéne tie, ktoré su ¢asto vyuzivané prave na predupravu odpadového papiera [5].

5.1.1 Fyzikidlne metody predupravy

Pouzitim fyzikalnych metdd predupravy dochadza k zmenSovaniu velkosti Castic. To ma
za nasledok zvysSenie pristupného povrchu, zniZenie krystality a zniZenie polymerizacie
celulozy [38].

Hlavna vyhoda fyzikalnych metod predupravy je, ze pri uprave materialu nevznikaju
ziadne toxické, alebo Skodlivé vedlajSie produkty. ViacSina fyzikdlnych metéd ma vSak
problémy s vysokou spotrebou energie a zvysenymi nakladmi na proces [39].

Lignocelul6zové materialy moZzu byt napriklad mechanicky rozdrobované kombinaciou
sekania, drvenia, alebo mletia materialu. Po sekani maja Castice velkost' 10 — 30 mm, po
drveni, alebo mleti 0,2 — 2 mm [32].

Preferovanou, nie vSak energeticky najefektivnejSou mechanickou metdédou predupravy
odpadového papiera, je drvenie kladivovym mlynom. Kladivové mlyny st pomerne lacné,
jednoducho sa daji prisposobit’ povahe drveného materidlu a vdaka zamenitelnosti
prepadovych sit umoziuju menit’ vyslednii vel'kost Castic podla danych poziadaviek. Ich
spotreba energie je zavisla na: mnozstve spracovavaného materialu, pociatoc¢nej velkosti
Castic, vlhkosti materialu a d’al$ich vlastnostiach materialu [38],[40].

Pyrolyza je termicky rozklad organickych latok na nizkomolekularne zliceniny, bez
pristupu médii obsahujtcich kyslik [1].

Pri spracovani biomasy pomocou pyrolyzy za teploty okolo 300 °C, dochadza k rychlemu
rozkladu celul6zy na plynné produkty a zvySkova uholnt spaleninu. Za pouzitia nizSich teplot
je rozklad ovela pomalsi a vzniknuty produkt je menej prchavy [35]. Cast’ vzniknutej uholne;
zlozKky je mozné vyuzit’ na vyrobu tepla pre d’alsi proces pyrolyzy [41].

5.1.2 Chemické metody predupravy

Chemické metddy predupravy lignocelulozovych materidlov st vo vSeobecnosti zaloZzené
na dezintegracii daného materidlu pomocou chemickej latky. Pouzivaju sa predovSetkym
organické a anorganické kyseliny, alkalie, alebo r6zne organické rozptistadla [40].

Spoloénym problémom tychto metdd je vznik toxickych latok, inhibitorov hydrolyzy
a korozivne chovanie pouzivanych kyselin vo¢i materidlom reaktorov. Komplikaciou je
nutnost’ neutralizacie takto predupravovaného, ¢o navySuje naklady a prindsa dalSie toxickeé
latky ako furfural, kyselina ferulova a kyselina kumarova. Preto tieto metody nie st1, napriklad
vV porovnani s fyzikdlnymi metdédami predipravy, Uplne vhodné pre masovi produkciu
biopaliv [39],[40].
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NajpouzivanejSou metddou, spomedzi chemickych metdéd predipravy materidlu je kysla
hydrolyza. Pouzivaju sa koncentrované, aj zriedené kyslé roztoky, najCastejSic na baze
H2SO4, ale aj HCI, HNO3, alebo H3PO4 [40].

Vyber typu reaktora, teploty reakcie, alebo dizky doby zdrzania materialu v roztoku variuje
na zaklade zvoleného druhu roztoku a jeho koncentracie. Zvac$a sa pouzivaju teploty v
rozmedzi 120 — 190 °C a doba zdrzania 5 — 30 minut. Najlepsie vysledky s ohl'adom na
vynosnost po prediprave sa dosahuju pri teplotich 140 — 190 °C s kyselinou 0 nizkej
koncentracii, teda napriklad 0,1 — 1 % pri H2SO4 [38],[40].

Dalsou pouzivanou metoédou je alkalickd hydrolyza, ktorej princip spodiva v macani
materialu v roztoku NaOH, Ca(OH)2, alebo amoniaku. Alkalicka hydrolyza vyuZiva niZSie
teploty atlak, ako ostatné chemické metody predupravy. Obvykle prebieha v izbovych
podmienkach a doba zdrzania v roztoku sa pohybuje skor v hodinach az dioch [35],[40].

Pre predstavu podmienok procesu alkalickej hydrolyzy moéze poslazit' hydrolyticka
preduprava kukuri¢nej silaze vapnom (Ca(OH)2), ktora obvykle prebicha pri teplotach 85 -
150 °C, s dobou zdrzania 3 — 13 hodin [40].

Alkalicka hydrolyza vedie k zniZeniu krystalinity, zvySeniu plochy pristupného povrchu, k
naruSeniu ligninovej Struktiry a k separécii ligninu a karbohydratov. Aj napriek pouZitym
nizkym teplotam a tlakom sa pocas procesu produkuje vel'ké mnoZstvo soli, ktoré maji za
svedomi narasanie d’al$ich procesov [39].

5.1.3 Fyzikalno-chemické metédy predapravy

Metody predapravy lignocelulozovych materialov kombinujace fyzikalne a chemickeé
procesy tvoria samostatnu kategoriu zvant fyzikalno-chemické metody predapravy [38].

Vsetky fyzikalno-chemické metddy su zalozené na temperacii biomasy. Pri temperacii
materidlu na 150 — 180 °C dochadza k rozpustaniu hemicelulozy a pri d’alSom miernom
zvySeni teploty aj k rozpadu ligninu. S teplotami nad 160 °C prichadza vSak aj neziadtca
tvorba toxickych latok a inhibitorov, ktoré maji neblahy dopad na metanogénne baktérie,
rozhodujuce o, pre buduice procesy dblezitom, anaerdébnom rozklade [40],[42].

Prikladom fyzikalno-chemickej metody je AFEX. Tento nazov pochadza z anglickych slov
amonia fiber exlosion, ¢o vo voI'nom preklade znamena explozia ¢pavkovych par [38].

AFEX funguje na principe macania biomasy v kvapalnom ¢pavku za relativne vysokych
teplot (90 — 100 °C), po dobu priblizne 30 minut. Po uplynuti doby zdrzania nasleduje
okamzity pokles tlaku, vd’aka ¢omu dochiadza k fazovej zmene c¢pavku z kvapalného
skupenstva na plynné. Stym shvisiaca objemova zmena spOsobi intenzivne rozomletie
materialu [38],[40].

Parametre rozhodujice o efektivite procesu si: koncentracia amoniaku, teplota, mnoZstvo
vody, tlakovy rozdiel, doba zdrZania, a pocet opakovani cyklu [38].

Hlavnou vyhodou tejto metddy je Ziadna alebo slabé tvorba niektorych druhov inhibi¢nych
zla¢enin. AFEX ma vSak aj niekol’ko nevyhod, medzi ktoré patri nedostatoné rozpustanie
hemicelulézy, v porovnani s inymi metédami, a nutnost’ recyklacie pouzitého amoniaku, aby
sa prediSlo vyraznému predrazeniu procesu a neblahému dopadu na zivotné prostredie [38].
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Dal§im fyzikalno-chemickym procesom, ktory je mimochodom ddverne znamy z
papierenského priemyslu, je varenie lignocelul6zového materialu v hortcej vode [38].

Voda o teplote 200 — 230 °C je do materialu vstrekovana pod vel'kym tlakom. Material je
jej posobeniu vystaveny po dobu 15 mintt. Nasledkom je hydratacia celulozy, a odburanie
vyraznej Casti hemicelulozy a taktiez casti ligninu. Tento sposob predupravy
lignocelul6zového materidlu sa radi medzi najefektivnejsie hydrotermalne procesy, a to vd’aka
intenzivnemu rozkladu polysacharidov a minimalnej tvorbe inhibitorov hydrolyzy [38],[40].

Aby sa dosiahlo optimalneho vysledku pri takejto preduprave, je dolezité dbat’ na
dodrzanie vhodného pH substratu, pracovnej teploty a ¢asu posobenia [38].

Nepotrebnost' pridavania chemikalii, zmenSovania castic biomasy anizke investicné
naroky na materidl reaktorov, robia z tejto metody vel'mi zaujimavu alternativu aj pre masovu
produkciu [38].

5.1.4 Biologické metody predipravy

Nizka energetickd narocnost, jednoduchost’ vytvorenia vhodného prostredia pre proces,
a absencia toxickych latok s charakteristické vyhody pouZitia mikroorganizmov na
predapravu biomasy [32].

Aplikované mikroorganizmy degraduju lignin a hemicelulozu, avSak vdaka vySSej
prirodzenej odolnosti, iba malu ¢ast’ celulozy [38].

Pri Studiach boli vyuzivané rézne druhy hub a plesni. Najvyssia vynosnost’ bola dokazana
pri pouziti bielych kmenov hib. Hnedé¢ kmene st nevhodné, nakolko primarne napadaja
celulozu [32],[40].

Vyuzivanie biologickej predupravy lignocelulézovych materialov v priemysle komplikuje
mala rychlost’ procesu, v porovnani s ostatnymi metodami a taktieZ jej nizka efektivita [40].

5.2 Demineralizacia odpadového papiera

Pritomnost’ mineralnych plniv, obzvlast' kalcitu a kaolinu, v odpadovom papieri, vedie
Kk neproduktivnej absorpcii, a K inhibicii enzymov, ¢o v koneénom doésledku brzdi
enzymaticky rozklad papiera. Z tohto dovodu by mala byt’ prevedend demineralizécia, ktora
znizi obsah mineralnych plniv, a zaroven zvysi obsah celulozy [19].

Papier v pociato¢nom $tadiu je mlety, a miesany s vodou pri 5000 ot/min, po dobu jednej
minuty. Nésledne zmes prechddza cez sitko v sani. Papierové vldkna ostdvaju zachytené na
sitku, zatial’ ¢o sa malé ¢iastocky plniva, spolu s vodou, prepadavajii na dno sania. Ak bol
stuCastou pritomnych plniv aj vapenec, pridava sa 1 % roztok HCL Na zaver je zmes
pretlatovana cez skleneny filter, na ziskanie pevného podielu v rozmedzi 30 — 40 % [19].

V Tabulke 4 je porovnany efekt demineralizacie na zloZenie jednotlivych materialov.
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Tab. 4 Porovnanie zloZenia réznych druhov papiera v pociatocnom stadiu (PS) a po
demineralizacii (DM) [19]

Druh odpadového Celuloza [%] | Hemiceluloza [%] | Lignin [%] | Mineraly [%]
papiera PS DM PS DM PS | DM | PS DM
Karton 61 63 12 13 18 19 7 3
Novinovy papier 38 50 15 18 21 26 19 4
Baliaci papier 60 73 11 8 7 12 20 3
Obrusky 58 78 6 10 4 5 29 4
Savy papier 81 84 6 7 4 3 7 3
Biely kancelarsky 62 87 5 8 1 0 30 1
papier

Najlepsi dopad mala demineralizacia na kancelarsky papier, ktory v poc¢iato¢nom Stadiu
obsahoval az 30 % plniv. To znane ovplyvnilo priebeh enzymatickej hydrolyzy, a bol

v v

dosiahnuty najniz§i konverzny pomer spomedzi testovanych materialov, len 10 %. Po
prevedenej demineralizacii a néslednej hydrolyze uz upraveného materialu, bol konverzny
pomer naopak najvyssi a dosiahol hodnoty az 58 % [19].

Zvyskové vedlajSie produkty z procesov demineralizacie a konverzie na biopalivo je
mozné opdtovne vyuzit’ pri vyrobe papiera. To znac¢i, ze navrhovana technologia dovoluje
uplné vyuzitie odpadového papiera. [19]

Odpadovy papier v P$

y

Demineralizacia

'

Celulézové vidakna

v

Biokonverzia

Mineralne plniva

I

Vyroba papiera

T

v

Bioprodukt

—>

Zvyskové vlakna

Obr. 5 Schéma vyuZitia zvyskovych vedlajsich produktov v papierenskom priemysle (PS
znaci pociatocné stadium) [19]
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5.3 Metoda s vysokym davkovanim substratu

Proces enzymatickej hydrolyzy povazujeme za proces s vysokym davkovanim substratu
vtedy, ak tvori pevny substrat aspon 15 % z celkovej hmotnosti zmesi, pricom zvySok je voda
[31].

Enzymatickd hydrolyza prevedend s vysokym dévkovanim substratu prindSa niekolko
vyhod, oproti malym a strednym davkam. Hlavnou vyhodou je wvysSia koncentracia
sacharidov, teda v kone¢nom dosledku aj teoreticky vys$Sia koncentraciu etanolu, ¢o moze
znizit’ naklady na energie a naklady spojené s destilaciou [31].

S tym, ako rastie hmotnostné zastipenie substratu v celej spracovavanej zmesi, rastu aj
problémy, ktoré st pri nizSom davkovani zanedbatel'né. Jednym z hlavnych aspektov
limitujacich metdédu s vysokym davkovanim substratu je nedostatok vody v reaktore.
Pritomnost’ vody je pre efektivny proces enzymatickej hydrolyzy nevyhnutnd, nakolko sa
stard o transport hmoty a plni mazaciu funkciu - znizuje viskozitu zmesi. Znizujucou sa
viskozitou sa znizuje Smykové napétie Castic, a to umoZnuje pouZitie mensej sily pri mieSani
a jednoduchsiu manipulaciu s touto zmesou [31].

Dal§imi negativami vyuZitia tejto metdody mozu byt: nerentabilita metddy pri vyuziti
niektorych druhov surovin, z dovodu vysokého vydaja energie na mieSanie zmesi, a inhibicia
reakcii, na ktorej narast ma zvySenie davky substratu tiez vplyv, z doévodu zvySenia
koncentracie inhibitorov [31].

Pri laboratérnych pokusoch bola prevedena enzymatickd hydrolyza s vysokym
davkovanim substratu (pevny substrat tvoril 20 % z celkovej hmotnosti zmesi), na Styroch

vzorkach papiera. Pouzity bol enzym CELLIC® CTec 1, od spolocnosti Novozymes®,
s davkovanim 160 mg/g glukanu. Reak¢ny ¢as bol 72 hodin. Jednotlivé vzorky papiera boli
pred enzymatickou hydrolyzou predupravené namletim a macanim vo vode. Autori
experimentu uviedli zvySenie koncentracie sacharidov o0 10 %, v porovnani s beznym
davkovanim. Konkrétne dosiahnuté vysledky vSak neboli zverejnené [43]. Porovnanie
jednotlivych vzoriek, s percentudlnou vytaznostou sacharidov z teoretickej hodnoty, je
uvedené v Tabulke 5.

Tab. 5 Porovnanie vytazkov sacharidov metédou s vysokym ddvkovanim substratu [43]

Novinovy papier | Kancelarsky papier | Lepenka Casopis
Glukéza [%] 55,5 76,1 62,2 49,8
Xyloza [%] 57,7 62,8 61,8 41,8
Celobidza [%] 3,3 5,4 2,2 2,1
Galaktoza [%] 57,0 - 62,4 44,8
Manoza [%] 56,2 - 60,1 46,7
Arabindza [%] | 28,3 - 31,7 19,6

Ekonomickd analyza autorov experimentu ukazala, Ze bioetanol vyrobeny zo vSetkych
vzoriek papiera, s vynimkou ¢asopisu, by mohol byt cenovo konkurencieschopny beznému
benzinu. Bolo tiez preukazané, Ze pri pouziti predupravy zriedenymi kyselinami v pripade
kancelarskeho papiera, alebo predupravy vapnom v pripade novinového papiera, je mozné
vytaznost’ procesu este zvysit' [43].
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5.4 Simultanna sacharifikacia a fermentacia (SSF)

Oproti Standardnému postupu, kedy prebieha hydrolyza a fermentacia oddelene (SHF), je
moznostou aj vyuzitie metody simultdnnej sacharifikacie (SSF). Principom je spojenie
enzymatickej hydrolyzy a fermentacie ziskanych cukrov, kedy sa oba procesy odohravaju
v tom istom reaktore, a za rovnakych podmienok [18].

Spojenim tychto procesov je mozné dosiahnut’ znizenu tvorbu inhibitorov, vznikajacich pri
enzymatickej hydrolyze, najmd vdaka rychlemu spotrebovaniu glukézy fermentujicimi
mikroorganizmami, vyrazné znizenie Casu reakcie a taktiez znizenie investicnych nakladov
[18],[44].

Komplikaciou vyplyvajucou so spojenia procesov je najdenie optimalnych podmienok, za
ktorych mézu efektivne prebiehat’ oba procesy. Tym hlavnym problémom je optimalizacia
teploty. Ako uz bolo spominané v podkapitole 4.2, enzymaticka hydrolyza prebicha
v rozmedzi teplot 40 — 50 °C, zatial' ¢o mikroorganizmy urcené na fermentaciu vzniknutych
sacharidov vyzaduju teploty medzi 28 — 37 °C. RieSenim tohto problému moéze byt pouzitie
termofilnych mikroorganizmov [5],[18],[45].

Problematicka je aj recyklacia pouzitych enzymov a fermentujicich mikroorganizmov.
Prave fermentujuce mikroorganizmy je t'azké znovu pouzit’, kvoli naro€nosti ich separacie od
ligninu [18].

Dal§im potencidlnym problémom simultinnej sacharifikicie a fermentacie je inaktivacia
enzymov etanolom. To vSak moze byt zmiernené¢ pouzitim enzymov tolerantnych voci
etanolu, alebo sibeznou destilaciou etanolu z fermentovanej zmesi [46].

Vseobecné poziadavky na mikroorganizmy, ktoré maji byt pouzité na fermentaciu, st
primarne ich schopnost’ prinaSat’ vysoké vytazky etanolu a schopnost’ vydrzat jeho vysoké
koncentracie S cielom udrzania nizkych nakladov na destildciu. Pri SSF sa k tymto
poziadavkam pridavaji d’alSie, ako zvySenad tolerancia inhibitorov, schopnost’ skvasovat
viaceré druhy sacharidov, a zvySena teplotna tolerancia, ked’Zze optimalna teplota pre proces
enzymatickej hydrolyzy byva $tandardne vyssia, ako teplota pre fermentaciu [18].

5.5 Metoda CBP

Vysoké naklady spojené so separatnou produkciou enzymov pre metédy SHF a SSF
upriamuju pozornost’ vyskum metody zvanej CBP (z anglického consolidated bioprocessing),
ktorej princip tkvie v kombinacii procesov produkcie enzymov, hydrolyzy a fermentacie, a
ich odohravani sa v jednom reaktore. K vyvoju tejto metody viedlo hlbsie skimanie
termofilnych organizmov [46].
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Obr. 6 Schéma priebehov procesov SHF, SSF a CBP [46]
Vyuzivanie CBP moze viest’ k nasledujucim vyhodam:
zniZenie investicnych ndkladov na zariadenia,
zniZenie potrebného mnozstva suroviny,

zlepsSenie efektivity hydrolyzy zmiernenim inhibicie,
celkové zjednodusenie celej operacie [46].

5.6 Vyuzitie termofilnych mikroorganizmov

V suvislosti s metddami SSF, opisanou v podkapitole 5.4 alebo metodou CBP
charakterizovanou v podkapitole 5.5 je vhodné wvyuzitie termofilnych fermentujucich
mikroorganizmov, ktoré su schopné tolerovat’ vyssie teploty. VysSie procesné teploty navyse
minimalizuji moznost’ biologickej kontaminacie, redukuju viskozitu substratu, a zvySuju
rozpustnost’ substratu, o moze viest’ k znizeniu reakénych ¢asov [46].

Pouzitie termofilnych organizmov prindSa moZnost optimalneho zladenia teplot pre
simultdinne pdsobenie enzymov a fermentujiicich organizmov, ¢oho ddsledkom je narast
efektivity sacharifikacie [46].

Ako zéstupcov termofilnych baktérii aj s ich optimalnymi teplotami na rozmnozovanie, je
mozné uviest' napriklad: Clostridium clariflavum (55-60 °C), Clostridium thermocellum
(60 °C) [46].

Zastupcami termofilnych kvasiniek S uvedenymi maximalnymi teplotami, pri ktorych st
eSte schopné rozmnozovania si: Hansenula polymorpha (48 °C) a Candida thermophila
(50 °C) [47].
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6 KOMERCNE REALIZACIE ENZYMATICKEJ HYDROLYZY
LIGNOCELULOZOVYCH MATERIALOV S FERMENTACIOU
VZNIKNUTEHO PRODUKTU

Vroku 2013 bola prvy krat oficialne zahajena komer¢na vyroba bioetanolu
z lignocelulézovej suroviny. Za projektom stoji spolocnost’ Beta Renewables S.p.A., ktorej
vyrobny zavod bol postaveny v Cerescentine, v Taliansku [48].

V plnej prevadzke je ro¢né produkcia tohto zavodu 40 000 ton bioetanolu. Tento bioetanol
je distribuovany po Europe a je uréeny na mieSanie s benzinom. Maximalny ro¢ny potencial
spracovania biomasy je 270 000 ton [48].

Pouzivana vyrobna technologia nesie nazov Proesa™ avyvinula ju spolo¢nost
Biochemtex S.p.A. Jej vyvoj zacal v roku 2006 a uz v roku 2009 bola otvorena poloprovozna
realizacia. Celkovo vyvoj trval 7 rokov a stal priblizne 150 miliénov eur [48].

Na vyrobu bioetanolu spolo¢nost’ vyuziva rézne zvysky z pol'nohospodarskej produkcie
a nekonzumovatel'né plodiny s obsahom lignocelulozy. Prikladom vyuzivanych plodin su
pSeni¢na slama, ryZzova slama, alebo trst’ rakosovita [49].

V prvej faze je materidl vystaveny vysokej teplote a tlaku, o umoziuje oddelit’ celulézu
a hemicelul6zu od ligninu. Nésledne su tieto polysacharidy spracované metddou simultannej
sacharifikacie a fermentacie, teda spojenim enzymatickej hydrolyzy (pouzité¢ st enzymy od
spolo¢nosti Novozymes®) a fermentacie. Viac ako 50 % sacharidov obsiahnutych
V zdrojovom materiali ma byt’ zuzitkovanych. Nevyuzity lignin a bioplyn, ktory vznikol pocas
procesov, su pouzité na ziskavanie elektrickej energie a tepla [49].

Ako pozitiva charakterizujice technolégiu Proesa™ spolo¢nost Biochemtex S.p.A.
uvadza:

e maximalna flexibilita pri vol'be vstupnych surovin,

e mnozstvo na vyrobu jednej metrickej tony etanolu priblizne 4,5 — 5 ton suchej
biomasy,

¢ nizka vstupna investicia vyplyvajuca z jednoduchosti procesu,

e energia vyprodukovana zo zvySkového ligninu uplne pokryva energetické naklady na
prevadzku,

e z4vod neprodukuje Ziadnu odpadovu vodu,

e cenova konkurencieschopnost’ vo svetovom meradle, aj bez potreby dotacii,

e naklady na vyrobu bioetanolu priblizne 0,3 €/liter [48].

Spolo¢nost’” GranBio v Brazilii taktiez vyuZiva technologiu Proesa™. V ich tovarni
pracujicej uz od roku 2014 je ro¢ne produkovanych 82 miliénov litrov bioetanolu [50].

Vo vystavbe st uz aj d’alsie zavody na vyrobu bioetanolu pomocou technologie Proesa™.
V roku 2012 boli zahajené prace na vystavbe v Clintone, USA. Zaciatok prevadzky sa
odhaduje na prvy kvadrant roku 2016 a ro¢na produkcia ma byt' 75 milionov litrov. V roku
2016 ma tiez byt spusteny zavod V regiéne Fuyand, v Cine, s ro¢nou produkénou kapacitou
bioetanolu 175 000 ton, ¢i zavod v Imperial Valley, v Kalifornii, s produkciou 25 miliénov
litrov rocne [49].
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Ceska spoloénost’ Energochemica SE, planuje v spolupréci so spoloénostami Biochemtex
S.p.A. a Beta Renewables S.p.A. postavit’ zavod aj v Slovenskej republike, v obci Strazske.
Na plane je ro¢na vyroba 55 000 ton bioetanolu. Prace na projekte sa uz rozbehli a spustenie
je planované na rok 2017 [51].

Spoloc¢nost’ DuPont®, ktora zacala vystavbu zavodu v lowe, USA, v roku 2012, sa pri
vybere suroviny spolicha na zvySenti produkciu kukurice v poslednych 10 — 15 rokoch,
z ktorej chce vdaka dohodam s polnohospodarmi zbierat' a spracovavat’ zvysky. V ich

procesoch planuji vyuzivat enzymy Accellerase®. Spolo¢nost’ rata s produkciou 113
miliénov litrov ro¢ne [52].
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7 DISKUSIA

Produkcia biopaliv ma urcite svoje opodstatnenie, avSak jednostranné zameranie na
produkciu biopaliv prvej generacie, z dovodov uvedenych v praci, nie je tym uplne spravnym
rieSenim potreby diverzifikacie zdrojov kvapalnych biopaliv v budtcnosti [20].

Biopalivd vyrobené konverziou lignocelulozovej suroviny, takzvané biopaliva druhe;j
generacie, maju v globalnom meradle ovela vyssi potencial, hlavne vd’aka priaznivej cene
a vybornej dostupnosti tejto suroviny. Vel'kym pozitivom je moznost’ vyuzivania odpadovych
materialov [20].

Tento fakt viedol k skimaniu odpadového papiera, ako mozného zdroja lignocelulézovej
suroviny pre ich vyrobu. Niektoré druhy papiera sa vyznacuji vysokym obsahom celulozy
a nizkym obsahom ligninu. V ramci zastGpenia tychto polysacharidov sa najlepSie javi
kancelarsky papier. Kancelarsky papier ale obsahuje vel'ké mnozstvo mineralnych plniv, ktoré
komplikuja jeho vyuZitie. S tym sa da vysporiadat’ aplikovanim metddy demineralizacie,
ktorou je mozné koncentraciu plniv Vv papieri minimalizovat. V pripade spominaného
kancelarskeho papiera sa jednalo o vel'mi markantné znizenie - z 30 % koncentracie len na
1 %. Problémom je aj mieSanie jednotlivych druhov papiera pri ich zbere. To ztazuje volbu
vhodnych enzymov, kvoli roznorodosti materialového zlozenia. Moznostou je separacia a
vyuzitie iba konkrétneho druhu papiera, pripadne analyza celkovej zmesi a nasledna vol'ba
vhodného enzymového aparatu [19].

Pociato¢nym, ale vel'mi ddlezitym krokom je vyber vhodnej metdédy predupravy pre dany
materidl. Predaprava ma za ciel' zlepSit pristupnost’ k celuloze CcCinidlam, aktivnym
V nasledujucom procese hydrolyzy, za ¢o mozno najmensSiecho negativneho vplyvu, akym
moze byt vznik inhibitorov, alebo negativny dopad na zivotné prostredie [35].

Samotny proces hydrolyzy sa modze odohrdvat’ s vyuzitim chemickych metdd, alebo
S vyuzitim enzymatickej hydrolyzy. Hlavnym nedostatkom chemickych metod, ktoré
vyuzivaji kyseliny je znacné znelistenie vody pritomnej v reakcii a nutnost’ vysokych
investicii do zariadeni z nekorozivnych materialov. Na druhej strane enzymaticka hydrolyza
je vel'mi ekologicky proces, pri ktorom nevznikaju Ziadne $kodlivé vedlajSie produkty, a je
taktiez energeticky nenaro¢na [24],[25].

Z dovodu vysokych cien kvalitnych enzymatickych preparatov, ktoré st schopné priniest’
pozadované vytazky sacharidov, vyvstdva nutnost’ skiimania metdd, pri ktorych vyuziti je
s danym mnozstvom enzymov mozné dosiahnut vysSie vytazky. Takymi metdédami su
napriklad metéda s vysokym davkovanim substradtu, alebo simultanna sacharifikacia
a fermentacia (SSF) [18],[45].

Principom metdédy s vysokym davkovanim substratu je zvySenie pevného podielu v
hydrolyzovanej zmesi, za tbytku podielu vody. To vedie k problémom s manipulaciou a
mieSanim substratu, na ktoré je potrebné vynalozit’ ovela viac energie. Pre vysledny efekt je
teda nutné mat’ k dispozicii 'ahko miesatel'ny material. Takym moéze byt napriklad odpadovy
papier, kedze je ho mozné jednoducho rozomliet na mensie Kusy, ktoré absorbuju velké
mnozstvo vody, ¢im sa znizi $mykové napatie medzi ¢asticami [31],[43].

Velmi perspektivnou sa zdd byt simultdnna sacharifikicia a fermenticia. Metdda
vychadza zo zlucenia enzymatickej hydrolyzy a fermentacie sacharidov do jedného reaktora.
To vo vysledku znamen4, ze oba procesy zdiel'aju pocas ich priebehu rovnaké podmienky. Je
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pravdou, Ze teploty potrebné na priebeh enzymatickej hydrolyzy, su vysSie, v akych
Standardne mikroorganizmy fermentuju sacharidy, avSak jednoduchym rieSenim je pouzitie
termofilnych kmenov mikroorganizmov [18],[45].

Dokazom vysokého potencialu lignocelulézovych materialov a ich spracovania
enzymatickou hydrolyzou je aplikacia v praxi. V poslednych rokoch sa objavili aj komeréné
realizacie. VicSina z nich je stale vo vystavbe, rastuci trend vyskytu takychto zdvodov vsak
ukazuje, ze sa pre spolo¢nosti skutocne jedna o vel'mi perspektivnu podnikatel'ski oblast.
Prvé vysledky komeréného fungovania totiz hovoria o cenovej konkurencieschopnosti
bioetanolu [48].
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8 ZAVER

Tato praca zhrnula vedomosti o0 hlavnych krokoch procesu konverzie lignocelulézovych
materialov na biopalivo. V Tabul'ke 1 boli uvedené jednotlivé biopaliva, s ich zadelenim do
prislusnej generacie, zdrojom vyrobnej suroviny aich klady a zapory. Boli zmienené
vseobecné nevyhody produkcie biopaliv prvej generacie a vyhody paliv generacie druhe;.

V praci st taktiez uvedené dolezité fakty o lignocelulozovej surovine, jej zdrojoch
a dostupnych metédach predupravy so zameranim na predupravu odpadového papiera.

Prehl'ad metod hydrolyzy priniesol porovnanie chemickych metod, vyuzivajicich kyseliny
a popis metody hydrolyzy ionickymi kvapalinami, ktora sa vSak javi byt vhodnd skor na
predupravu materialu. Kapitola bola zamerana hlavne na enzymaticku hydrolyzu a ¢innost’
komplexov enzymov podielajucich sa na degradacii celulozy a hemicelulozy.

Dalgia &ast prace obsahovala charakteristiku niektorych Vv sacasnosti skamanych
a vyuzivanych metod, ktoré sa podielaji na zvySovani efektivity procesu konverzie na
biopalivo, za pouzitia enzymatickej hydrolyzy. Z ich rozboru vyplyva, Ze pri spravnej
aplikéacii skuto¢ne maju potencidl zvysSenia vytazkov, ¢oho dokazom je pouzitie napriklad
metody SSF v praxi na existujucej komerc¢nej realizacii. Prave v suvislosti so simultannou
sacharifikdciou a fermentaciou a hl'adanim rieSenia pre spravny priebeh procesu fermentacie
sa jedna z podkapitol venovala termofilnym mikroorganizmom. Tato téma nacrtla moznost’
spojenia enzymatickej hydrolyzy a fermentacie priamo s vyrobou potrebnych enzymov
V procese zvanom CBP, ¢o m6ze znizit’ nemalé nadklady na separatne ziskavanie enzymov.

Ciel'om prace bolo poukézat’ na vysoky potencial lignocelulozovych materialov, potencial
hydrolyzy S vyuzitim enzymov a na priestor pre zvySovanie vytazkov zavadzanim novych
metod a technologii. NajlepSim dokazom perspektivy tejto metédy je jedna z poslednych
kapitol prace, venovana reSer$i komerénych realizacii pracujicich na zéaklade vyuzitia
najnovsich poznatkov v danej problematike. Existencia plnoprevadzkovych komerénych
realizacii  vyjadruje rast komeréného vyuzitia enzymatickej hydrolyzy lignocelulézovych
materialov pre tvorbu kvapalnych biopaliv.
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ABE - aceton—butanol-etanol

AFEX — amonia fiber explosion - explozia ¢pavkovych par
CBP - consolidated bioprocessing

DM - demineralizovany material

FAME - fatty acid methyl ester — metylester mastnych kyselin
min — minuta

ot — otacky

PS — pociatoéné §tadium

SHF — separate hydrolysis and fermentation - separatna hydrolyza a fermentacia

SSF - simultaneous saccharification and fermentation
a fermentacia

simultanna sacharifikacia
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